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摘要 :【 目 的 ] 明确 共生 菌 Wolbachia Æ X 9k 8] 35 Echinothrips americanus 体内 的 时 空 分 布 动态 。【 方 
法 】 基 于 Wolbachia 的 外 膜 蛋白 基因 (sp ) 序 列 设计 特异 引物 构建 标准 质粒 ,用 绝对 荧光 定量 PCR 
的 方法 测定 美 琼 到 蕊 不 同 发 育 阶 段 ( 卵 、 若 虫 、 预 晴 \ 肾 \ 成 虫 ) 和 肉 雄 成 虫 不 同 组 织 ( 头 、 胸 、 腹 、 腹 
未 3 节 ) 中 Wolbachia 的 wsp 基因 拷贝 数 ,分 析 美 琼 葡 马 共生 菌 Wolbachia 的 感染 情况 。【 结果 】 美 
BREL AR Wolbachia 45 W dt E& X 3k 8j 35 A 3 St 42 s WES ,只 性 成 虫 期 Wolbachia 拷贝 数 显著 高 
T Bp de zr k A MEHER RR 8] ZR 2R P 88 35 RU Xe EE ,雌性 成 来 腹部 Wolbachia 拷贝 数 显著 高 于 
头 部 、 胸 部 和 腹 末 3 节 ,雄性 成 虫 胸部 和 腹部 Wolbachia 拷贝 数 显著 高 于 头 部 和 腹 末 3 Ý. X HON] 
马 性 别 和 组 织 与 体内 Wolbachia 拷贝 数 存在 显著 的 交互 作用 。【 结 论 ] PECORA, ERR S 
体内 的 Wolbachia 感染 状态 不 仅 受 宿主 发 育 阶段 的 影响 ,而且 与 性 别 及 分 布 位 置 有 很 大 关系 ,为 进 
一 步 了 解 该 间 蕊 的 发 生 、 定 植 和 扩散 机 理 提供 理论 依据 。 
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Temporal and spatial distribution of Wolbachia infection in the poinsettia 


thrips, Echinothrips americanus ( Thysanoptera: Thripidae) 

ZHANG Xiao-Chen, FENG Ji-Nian' ( Key Laboratory of Plant Protection Resources and Pest 
Management, Ministry of Education, Northwest A&F University, Yangling, Shaanxi 712100, China) 
Abstract: [ ^im] To demonstrate spatio-temporal infection dynamics of Wolbachia in the poinsettia 
thrips, Echinothrips americanus. [Methods] Specific primers were designed based on the sequence of 
Wolbachia surface protein gene (wsp) to construct the standard plasmid. The absolute real-time 
quantitative PCR was used to determine the copy number of wsp in different developmental stages ( egg, 
nymph, prepupa, pupa and adult) and adult tissues ( head, thorax, abdomen and terminal three 
segments of abdomen) of both sexes of the thrips. [Results] The copy number of Wolbachia increased 
with the development of E. americanus, and the copy number of Wolbachia in female adult was 
significantly higher than those in egg and nymphal stages. The copy numbers of Wolbachia in different 
adult tissues were different. In female adults the copy number of Wolbachia in abdomen was significantly 
higher than those in head, thorax and the terminal three segments of abdomen, while in male adults the 
copy numbers in thorax and abdomen were significantly higher than those in head and the terminal three 
segments of abdomen. Sex and tissue had significant interactions with the copy number of Wolbachia in 
E. americanus. [Conclusion] The results indicate that the infection of Wolbachia in E. americanus is 
affected not only by the developmental stage of host, but also by host sex and tissue. This study provides 


a theoretical basis for understanding the occurrence, establishment and spreading of this thrips. 
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Wolbachia ( 沃 尔 巴 克 氏 体 ) 是 一 类 广泛 分 布 于 
节肢 动物 体内 的 共生 细菌 ,多 为 兼 性 共生 ,部 分 特 化 
为 专 性 共生 (Kyei-Poku et al., 2006; Timmermans 
and Ellers, 2009; Zheng et al., 2011) ,可 感染 自然 
界 中 约 70% 的 昆虫 种 类 (Kozek and Rao, 2007) ,JL 
乎 涵盖 了 昆虫 纲 所 有 的 目 ( Werren et al., 1995; 
Hilgenboecker et al., 2008), Wolbachia 能 引发 宿主 
多 种 生殖 异常 行为 ,如 上 肉 性 化 (feminization) JUE ^E: 
JE ( parthenogenesis ) 和 胞 质 不 相 容 性 (cytoplasmic 
incompatibility, CI) ( Werren, 1997; Adachi-Hagimori 
et al., 2008) 。 Wolbachia 不 仅 能 够 调控 宿主 生殖 ， 
也 能 够 影响 宿主 行为 并 改变 宿主 适合 度 ( Rigaud 
and Rousset, 1996; Harris et al., 2010)。 上 述 特征 
使 Wolbachia 有 望 被 用 于 加 强 天 敌 昆 虫 的 生殖 率 或 
降低 害虫 的 生殖 能 力 ,或 者 作为 一 种 媒介 在 昆虫 种 
群 中 传播 人 为 改变 的 遗传 特征 ,以 达到 生物 防治 的 
目的 ( 王 成 业 ，2011; Ndii et al., 2015) 。 因 此， 
Wolbachia 被 认为 在 生物 防治 和 遗传 工程 领域 具有 
巨大 的 潜力 ,近年 来 迅速 成 为 昆虫 微生物 学 研究 的 
热点 。 

了 解 Wolbachia 在 不 同 昆 虫 体内 的 分 布 状 况 ,以 
及 分 布 状况 随 昆 虫 发 育 的 变化 趋势 ,是 对 其 利用 和 
改造 的 基础 。Wolbachia 主要 集中 在 宿主 生殖 需 官 
Tu Bp RS K HP ( Bordenstein et al., 2006) , 除 此 之 
外 ,在 宿主 的 头 Rf] . 血 淋 巴 .中 肠 等 各 组 织 和 器 官 中 
也 有 发 现 (Dobson et al., 1999; Veneti et al., 2004; 
Kusmintarsih, 2011) 。 现 阶段 ,应 用 蛋白 免疫 印迹 和 
PCR 等 研究 技术 ,使 得 Wolbachia 在 宿主 不 同 发 育 
时 期 的 分 布 变化 得 到 进一步 观察 和 研究 ( Landmann 
et al., 2010) 。 了 解 Wolbachia 在 宿主 体内 的 分 布 及 
其 时 空 变化 规律 ,不 仅 有 助 于 了 解 Wolbachia 对 宿主 
的 影响 ,而 且 对 于 研究 一 些 重要 的 进化 进程 ,特别 是 
对 一 些 生殖 方式 与 生活 史 复 杂 以 及 种 群 形成 速度 快 
的 入 侵害 虫 的 种 群 形成 机 制 与 防治 策略 研究 具有 
要 价值 。 

葡 马 是 一 种 体积 小 为 害 隐 蔽 的 农业 害虫 ,具有 
多 种 孤 肉 生殖 方式 ,如 产 肉 孤 肉 生殖 、 产 雄 孤 肉 生 殖 
及 两 者 兼 有 的 孤 肉 生殖 方式 (Oetting and Beshear, 
1993) ,其 此 在 有 限时 间 内 迅速 建立 种 群 并 扩 增 种 
群 密度 ,快速 完成 对 特定 区 域 的 入 侵 。 采 取 上 述 3 
种 生殖 方式 的 获 马 均 有 与 Wolbachia 共生 的 种 类 


















































(Kumm and Moritz, 2008) 。Arakaki 等 (2001 ) 在 组 
XH EH PA XE Wolbachia "| gs 5e 2g RE X Wü 
Franklinothrips vespiformis PAWE Æ JE AY 现象 。 在 产 雌 
JUNE HE TR RJE f E Wolbachia 的 感染 降低 了 其 线 
粒 体 DNA Bi Uf E REER E BR Ze FETE CHEESE 
和 乔 格 侠 , 2011) 。 一 些 研究 认为 Wolbachia 能 够 使 
原本 应 发 育 为 雄性 的 未 受精 单 倍 体 发 育 为 肉 性 ,以 
此 诱导 宿主 进行 产 肉 孤 肉 生殖 (Adachi-Hagimori et 
al., 2008) ,对 温室 条 葡 马 Hercinothrips femoralis 中 
Wolbachia 的 研究 表明 , Wolbachia 能 使 第 一 次 有 丝 
分 裂 过 程 中 的 染色 体 不 分 离 ,形成 二 倍 体 ,最 终 导致 
IEF MERI Æ (Kumm and Moritz, 2008 ) 。 综 上 所 
述 ,昆虫 共生 菌 Wolbachia 在 葡 马 生殖 过 程 中 起 到 了 
重要 作用 ,研究 Wolbachia 在 宿主 体内 的 空间 和 时 间 
上 的 拷贝 数 变 化 对 于 了 解 葡 马 种 群 形成 机 制 ,进而 
针对 其 和 人 侵 机 理 制订 防治 策略 具有 重要 意义 。 

Je WS C5 Echinothrips americanus Jg 22 X8 H 
( Thysanoptera ) $ fij 3 Jg kchinothrips, 原 产 美洲 ,是 
一 种 颇具 威胁 的 入 侵害 虫 ( Opit et al., 1997; Varga 
and Fedor, 2008) , 主要 危害 温室 蔬菜 及 观赏 植物 
(Kaas, 2001; 张 晓 晨 , 2010) 。2010 年 我 国 大 陆地 
区 首次 报道 了 该 害虫 ,随后 迅速 在 北京 和 陕西 关中 
地 区 定 殖 并 建立 自然 种 群 (Mirab-Balou et al., 2010; 
张 晓 晨 , 2010). JE dd D EASRA VS PEAE FR 5j 
产 雄 孤 肉 生殖 并 行 , Wolbachia 在 其 种 群 中 感染 率 为 
100% ,但 其 对 种 群 的 影响 尚 不 得 而 知 ( Oetting and 
Beshear, 1993; Kumm and Moritz, 2008; Li et al., 
2012) 。 本 研究 旨 在 通过 研究 美 棘 萄 马 不 同 发 育 时 
期 体内 及 成 虫 不 同 组 织 中 Wolbachia. 的 拷贝 数 变化 ， 
推测 其 在 入侵 种 群 中 的 生殖 调控 作用 ,为 进一步 了 
解 该 葡 马 的 发 生 、 定 植 和 扩散 机 理 提供 理论 依据 。 






























































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆虫 获取 与 饲养 

本 研究 所 用 美丽 萄 马 采 自 陕西 杨陵 地 区 周边 温 
室内 ,将 采集 到 的 葡 马 带 回 实验 室 镜 检 鉴 定 为 美 环 
fiij 4 Jr; (Stannard, 1968) , 置 于 人 工 气候 箱 ( 温 度 白 
天 27+0.5% .夜晚 20 «0. 5*C ; 光 周 期 14L: 10D; 相 
对 湿度 45% ~55% ) 内 的 水 培 小 麦 上 进行 饲养 5 ~ 
10 代 ,作为 稳定 的 实验 种 群 使 用 。 
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1.2 样品 的 采集 与 处 理 

1.2.1 卵 及 不 同龄 期 美 杯 萄 马 的 采集 :从 种 群 内 随 
机 取 20 头 雌 虫 转移 至 事先 放 于 试管 内 的 小 麦 叶片 
上 (小 麦 叶片 已 检查 过 无 其 他 昆虫 及 卵 ) ,24 h 后 移 
走 成 虫 ,在 有 雌 虫 产 卵 的 叶片 上 随机 选择 3 ZH Bp 
(每 组 4 粒 ) ,分 别 放 入 100% 酒精 待 提取 DNA, M 
MCA] DKA REP BS D LOK RERA 1 -2 WEE 
E Ul rat S MEE oo d ee 3 头 为 一 组 作为 一 个 生物 
学 重复 , 共 3 个 生物 学 重复 ,分 别 放 入 10096 酒精 待 
提取 DNA。 

1.2.2 美 环 萄 马 不 同 组 织 样品 的 采集 :从 实验 种 群 
内 随机 采集 美 坝 萄 马 峻 雄 成 虫 各 9 头 ,在 体 视 显 微 
镜 下 用 刀 卢 将 其 分 为 头 . 胸 .上 腹 3 段 , 头 、 胸 各 取 3 个 
为 一 组 ,腹部 3 头 各 为 一 组 ,余下 的 6 个 腹部 在 显 微 
镜 下 将 腹部 末端 的 8 - 10 节 切 下 ,两 个 一 组 。 每 组 
作为 一 个 生物 学 重复 , 共 3 个 生物 学 重复 ,分 别 放 入 
100% 酒 精 以 供 后 续 DNA 提取 。 

1.3 ”总 DNA 的 提取 

1.2 节 收 集 样 品 的 的 每 个 样品 进行 总 DNA. 提 
取 , 使 用 杭州 BIOER 公司 Biospin 组 织 基 因 组 DNA 
提取 试剂 盒 。 实 验 操作 参照 说 明 书 。 对 提取 的 各 样 
品 总 DNA 进行 电泳 检测 提取 质量 后 放 入 - 20€ 保 
存 或 立即 用 于 PCR 扩 增 。 

1.4 标准 质粒 构建 

以 1.3 ER RS Se cé] 05 DNA 为 模板 ,进行 
Wolbachia 外 膜 蛋 白 ( Wolbachia surface protein, wsp) 
基因 ( GenBank 登录 号 : JN315668) 片段 的 扩 增 , 引 
物 为 wsp 81F ( 5'-TGGTCCAATAAGTGATGAAGAA 
AC-3') 和 wsp 691R (5'-AAAAATTAAACGCTACTC 
CA-3')。 反 应 体系 :10 x Ex Taq PCR Buffer (Mg 
plus) 2. 5 uL, dNTP Mixture (each 2. 5 mmol/L) 
2 pL， 上 下 游 引物 (10 pmol/L) 4 1 uL, DNA 模板 
0.5 uL, Ex Taq (5 U/uL) 0.2 uL, ddH,O 补充 至 
25 nkL。 反 应 条 件 : 94Y 预 变性 5 min; 94% 变性 1 
min, 55'CjB X 1 min, 72%C 延伸 1 min, 4# 35 个 循 
环 ; 72% 延伸 10 min, 127C 保存 。 

PCR 产物 用 Biospin Gel Extraction. Kit (杭州 
BIOER 公司 ) 纯 化 试剂 盒 进行 纯 化 , 连 入 pMD18-T 
(TaKaRa, 大 连 ), 转 和 大肠 杆菌 Escherichia coli 
DH5a 中 , 涂 布 于 含 100 pg/mL Amp/X-gal/IPTG 的 
LB 平板 培养 基 上 ,培养 后 挑 取 单 克隆 ,PCR 鉴定 片 
段 大 小 正确 后 , 送 测序 。 以 测序 正确 的 单 克 隆 为 菌 
种 ,1: 100 (v/v) PERPE] LB C AWER 100 pg/ 
L) 中 ,检测 OD 20.6 «0. 8 时 ,提取 质粒 ,作为 标 



















































































准 质粒 。 
1.5 实时 荧光 定量 PCR IEX H a B AA 
Wolbachia 的 wsp HAH NZ 

本 实验 使 用 康 为 世纪 生物 科技 有 限 公司 
UltraSYBR Mixture ( with ROX II) 的 效 光 定量 试剂 
盒 ,仪器 为 美国 伯乐 的 IQ5 iCycler iQ Real-Time PCR 
Detection System ,将 1. 3 5 f BL SS gei fu A fa] Az 
育 期 及 不 同 组 织 样品 DNA. 都 定量 至 同一 浓度 进行 
Wolbachia wsp 基因 拷贝 数 检测 。 

基于 1.4 17 32 wsp 基因 片段 序列 ,利用 
Primer 5.0 软件 及 NCBI 网 站 上 的 引物 设计 工具 
(http: // www. ncbi. nlm. nih. gov/tools/primer-blast ) 
设计 定量 PCR 的 特异 引物 (Wfl: S'-TTTGGAA 
CCCGCTGTGAATG-3'; Wrl: 5’-ATGCGCCTGCATC 
AGTAACC-3') , 扩 增 目标 片段 产物 长 度 为 170 bp. 
将 1.4 市 制备 好 的 梯度 标准 质粒 DNA f 10 信和 梯度 
稀释 6 个 浓度 ,以 此 为 模板 绘制 标准 曲线 , 设 3 个 重 
复 。 以 质粒 拷贝 数 对 数 为 横 坐 标 ,以 PCR. 反应 的 循 
环 数 ( Ct) 为 纵 坐 标 绘制 标准 曲线 。 定 量 PCR 的 反 
应 体系 为 25 uL: 2 x Ultra SYBR Mixture 12.5 pL, 
上 下 游 引 物 (10 hmolL) 各 0.5 pL, 稀释 后 的 标准 
质粒 或 者 1. 3 节 提 取 的 美 环 沸 马 不 同 发 育 期 及 不 同 
组 织 样品 DNA 1 uL, 去 离子 水 10.5 nkL。 阴 性 对 照 
为 反应 体系 中 用 去 离子 水 代替 模板 DNA。 检 测 采 
用 三 步 法 , 热 循环 条 件 :95% 预 变性 10 min; 95*C 2E 
性 10 s, 58%C 退火 30 s, 727C 延伸 32 s, 共 40 个 循 
环 。 每 个 生物 学 重复 设置 3 个 技术 重复 。 

测序 及 引物 合成 服务 由 北京 奥 科 易 盛 生物 科技 
公司 和 生 工 生物 工程 ( 上海) 股份 有 限 公 司 提供 。 
1.6 数据 分 析 

定量 PCR 数据 输出 后 ,对照 标准 曲线 将 其 转换 
为 基因 拷贝 数 后 进行 分 析 , 相 关 差 异 显著 性 由 SPSS 
18.0 软件 (SPSS Inc., Chicago, IL, 美国 ) 进行 多 重 
比较 (LSD 法 ,a =0.05 ) 进 行 。 找 贝 数 计算 公式 : 质 
FFE VUE ( copies/ uL) =6. 02 x 10” ( copies/mol) x 
MRE Cg/ uL) / JECBEA T E (g/mol) (ERES, 
2010), 


















































2 结果 


Lá 
T 


wsp 基因 绝对 定量 标准 曲线 的 绘制 

通过 实时 定量 PCR. 的 扩 增 ,依据 Ct 值 与 质粒 
拷贝 数 对 数 生成 wsp 基因 的 标准 曲线 (图 1) ,回归 
方程 为 y = -3. 4487x + 60. 221, 扩 增 效率 E = 
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95. 0% ,相关 系数 R = 0. 9652 , 扩 增 效率 在 0.95 ~ 
1.10 之 间 , 且 曲线 相关 性 良好 ,说 明 在 线性 质粒 稀 
释 质量 浓度 范围 内 有 良好 的 线性 关系 ,本 标准 曲线 
能 够 准确 的 反应 目的 产物 扩 增 。 
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图 1 实时 定量 PCR 检测 中 共生 菌 Wolbachia 的 
wsp 基因 的 标准 曲线 


Fig. 1 Standard curve of wsp gene of Wolbachia 
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2.2. 共生 菌 Wolbachia t£ [5] tik HA Æ Ek $i] B s A 
的 分 布 

将 通过 定量 PCR 得 到 的 不 同龄 期 美 环 萄 马 样 
品 的 Ct 值 带 入 标准 曲线 ,各 重复 计算 均值 得 到 该 样 
in B wsp AXES PS Ul C 图 2)。 Wolbachia 的 wsp 
基因 是 单 拷贝 基因 ,所 以 wsp 基因 拷贝 数 作为 
Wolbachia 拷贝 数 。 对 数据 进行 整理 后 用 SPSS 软件 
进行 多 重 比较 (LSD 法 ,a 2 0. 05) , E cen] c5 ME p ra 
体内 共生 菌 Wolbachia 15 N Zit oV 35 (B 55 1c 8j 5 Bg 
和 1 -2 龄 若虫 体内 的 拷贝 数 相 比 差异 显著 。 在 初 
始 的 卵 期 和 1 龄 若虫 期 , 美 棘 移 马 体内 的 Wolbachia 
的 拷贝 数 均值 很 低 (7 x10 ~8 x10 copies) , 低 于 2 
龄 若虫 体内 拷贝 数 的 50% ;经 过 2 龄 若虫 期 的 取 食 
后 , 预 肾 期 美 环 葡 马 体内 Wolbachia 拷贝 数 近 1 WE 
虫 体内 拷贝 数 的 10 倍 (均值 8. 5 x 10”copies 左 
$); Wolbachia 的 拷贝 数 均值 2. 1 x10” copies 
左右 ;进入 成 虫 期 后 美 环 萄 马 雌 虫 体内 的 Wolbachia 
拷贝 数 均 值 为 2. 85 x 10 copies , 雄 虫 体内 拷贝 数 均 
值 为 1.74 x 10 copies, 约 占 肉 虫 体内 拷贝 数 的 60% 。 
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B 1 龄 若虫 WER Bd i Wind. HERR 
Egg Ist instar 2nd instar Prepupa Pupa Female Male 
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发 育 阶段 Developmental stage 


图 2 Wolbachia 的 wsp ÆRES RRA MESIH EA E D 
Fig. 2 Copy number of wsp gene of Wolbachia in Echinothrips americanus of different developmental stages 
图 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 , 柱 上 不 同 字 母 表 示 Wolbachia wsp EAE RPH £5 As [a] Ac f$ Br Be 15 VUE E HEISE (LSD 法 ,a 20.05), Data in 


the figure are mean + SE. Different letters above bars indicate significant differences in copy number of Wolbachia wsp gene in the different developmental 


























stages by LSD analysis (a 20.05). 


2.3 共生 菌 Wolbachia 7E 3& sk sj 3 p, FB s P Ah [e] 
组 织 中 的 分 布 

由 图 3 可 知 , 共 生 菌 Wolbachia Tr 3e sit 5 jy, rb 
体内 不 同 组 织 的 分 布 存在 差异 ,两 性 成 虫 均 是 腹部 














的 Wolbachia wsp 基因 拷贝 数 最 高 , AK 3 节 和 胸部 
次 之 , 头 部 最 低 。 在 每 个 性 别 内 对 其 进行 多 重 比较 
(LSD 法 ) ,结果 显示 美 坏 区 马 瞧 虫 腹部 Wolbachia 
的 拷贝 数 显著 高 于 胸部 . 头 部 和 腹 末 3 节 的 拷贝 数 
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(a=0.05) ;雄性 个 体 的 腹部 和 胸部 内 Wolbachia 的 
拷贝 数 显著 高 于 头 部 和 腹 示 3 (o 20.05), ZH 
萄 马上 肉 性 腹部 内 的 Wolbachia 拷贝 数 约 占 全 喘 总 量 
的 一 半 , 腹 末 3 WAY Wolbachia 平均 拷贝 数 占 整个 腹 
部 的 平均 拷贝 数 40% 左右 ;雄性 美 束 茄 马 腹部 的 
Wolbachia 拷贝 数 约 占 全 映 总 量 的 1/3, CK 3 RS 
Wolbachia 拷贝 数 占 整个 腹部 的 173 左右 。 对 其 进 
行 双 因 素 多 重 比较 分 析 (a=0.05, 表 1) ,结果 显示 
性 别 和 组 织 对 美 闽 葡 马 体内 Wolbachia 拷贝 数 的 影 
响 均 达到 显著 水 平 ,上 述 两 因素 与 美 琼 蓟 马 身体 各 
部 分 的 Wolbachia 拷贝 数 存在 显著 的 交互 作用 (a = 
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3 讨论 


本 研究 结果 表明 , 美 束 萄 马 体 内 感染 的 
Wolbachia 拷贝 数 会 随 宿主 不 同 发 育 阶 段 细胞 的 增 
殖 而 逐渐 增多 , 且 成 虫 不 同 组 织 中 Wolbachia 拷贝 数 
有 和 较 大 差异 ,性 别 和 组 织 位 置 与 Wolbachia 拷贝 数 有 
交互 作用 。 

之 前 的 研究 证 实 , Wolbachia 很 可 能 是 一 个 基 
组 的 单 拷贝 ,因此 其 在 宿主 体内 的 分 布 与 密度 可 以 
通过 测量 目标 基因 的 数量 来 估计 (Baldo et al., 
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图 3 PHH RRENA EHR P Wolbachia wsp 
基因 的 拷贝 数 


Fig. 3 Copy number of Wolbachia wsp gene in different 





tissues of Echinothrips americanus adults 
柱 上 不 同 小 写字 母 表 示 雌 虫 体内 不 同 组 织 中 Wolbachia wsp 基因 
拷贝 数 经 LSD 多 重 比较 差异 显著 ;不 同 大 写字 母 表示 雄 虫 体内 
不 同 组 织 中 Wolbachia wsp 基因 拷贝 数 经 LSD 多 重 比较 差异 显著 


(a 20.05), Different small letters above bars indicate significant 

















difference in copy number of Wolbachia wsp gene among different 
tissues in female adult by LSD analysis, while different capital letters 
indicate significant difference among different tissues in male adult by 


LSD analysis (a 20.05). 


R1 ZRA BEIMAAN Wolbachia 
的 wsp 拷贝 数 的 影响 (w=0.0S) 
Table 1 Effects of sex and tissues of Echinothrips 
americanus on the copy number of Wolbachia 


wsp gene (a=0.05) 








变异 来 源 . F f P fi 
a ERIS ai = P ie 
性 别 Sex 1 15.788 0.001 
组 织 Tissues 3 21.477 0. 000 
交互 作用 Interaction 3 5.734 0.007 
误差 Error 17 


2005; Roy et al., 2015), wsp 基因 作为 编码 
Wolbachia 表面 蛋白 的 基因 ,被 广泛 用 于 检测 
Wolbachia 感染 及 分 型 研究 ( Braig et al., 1998; 
Hoffmann et al., 2014) ,因此 我 们 选择 wsp 基因 作为 
测量 Wolbachia 的 目标 基因 。 

美 棘 萄 马 各 发 育 阶段 中 的 共生 菌 Wolbachia $5 
贝 数 随 龄 期 的 增长 而 增长 , 美 杯 欧 马 卵 期 和 1 IE 
虫 期 的 拷贝 数 相近 ,在 主要 取 食 阶段 且 历 期 较 长 的 
RPE ch 2 龄 若虫 体内 的 Wolbachia 并 没有 随 宿主 
体型 的 增 大 而 迅速 复制 增加 ;进入 不 能 取 食 活动 的 
预 师 期 ,虽然 此 时 的 Wolbachia 拷贝 数 是 2 龄 若虫 期 
的 2~3 倍 ,可 能 由 于 组 内 差异 过 大 的 原因 ,两 者 却 
并 没有 显著 差异 。 师 期 美 杯 移 马 多 数 会 移动 至 叶腋 
或 叶片 下 面 的 主 叶 脉 旁 静止 ,不 再 取 食 ,此 时 期 的 
Wolbachia 拷贝 数 为 预 肾 期 的 1.5 ~2 ffo RPH 
的 师 期 较 短 , 仅 为 1~2 d, fH. Wolbachia 在 此 期 间 却 
有 着 爆发 式 的 增长 ,我 们 推测 是 伴随 着 师 期 美 灰 蜀 
马 体 内 的 器 官 和 组 织 重 组 , Wolbachia 获得 了 自身 增 
殖 的 最 佳 时 期 。Wolbachia 的 这 种 增殖 和 寄主 的 营 
养 状 况 有 关 , 并 且 和 宿主 对 共生 菌 的 反应 和 人 免疫 也 调 
节 着 发 育 过 程 中 的 共生 菌 含量 变化 (Fraune and 
Bosch, 2010; Douglas et al., 2011; Ratzka et al., 
2012)。 上 述 研 究 结 果 与 蚜虫 Schizaphis graminum , 
HHREKGEL Diaphorina citri 等 发 育 期 间 的 共生 菌 研究 
结果 相似 (Baumann and Baumann, 1994; Dossi et 
al., 2014) ,与 美洲 大 蚊 Periplaneta americana 条 
拟 谷 盗 Tribolium confusum 相关 研究 中 的 结果 不 一 
致 (Sacchi et al., 1996; 沈 加 飞 等 , 2016)。 共 生 茵 
在 宿主 体内 的 增殖 是 一 个 动态 的 变化 过 程 ,我 们 推 
测 Wolbachia 在 可 能 是 由 于 宿主 代谢 需求 的 增长 而 
进行 的 自身 增殖 ,而且 Wolbachia 在 不 同 发 育 时 期 的 
变化 受 宿 主 细胞 增殖 的 影响 。 由 于 美 棘 荀 马 成 虫 前 
各 发 育 阶 段 历 期 较 短 ,所 以 本 研究 仅 分 析 了 某 一 龄 
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期 内 的 “静止 值 而 未 涉及 同一 龄 期 内 Wolbachia $5 
贝 数 变化 ,在 对 柑橘 木 虱 的 相关 研究 中 发 现 , 同 一 龄 
期 内 Wolbachia 的 含量 会 随 日 龄 不 断 增 长 ,在 若虫 最 
后 龄 期 ,体内 共生 菌 增殖 速度 加 快 (Dossi et al., 
2014) 。 这 也 可 以 解释 美 环 蜀 马 在 1 龄 若虫 期 与 2 
Wt d BE .2 龄 若虫 期 与 预 晴 期 之 间 虽 然 Wolbachia 
的 拷贝 数 均 值 差异 较 大 ,但 却 没有 出 现 显著 差异 的 
原因 。 

与 自然 感染 Wolbachia Dib TEES FE di As SUPE BE 
中 雄性 体内 的 Wolbachia 拷贝 数 高 于 雌性 不 同 
( Hoffmann et al., 2014) ,本 研究 中 美 环 葡 马 雄 性 体 
内 的 Wolbachia 拷贝 数 仅 为 肉 性 个 体 拷贝 数 的 60% ~ 
70% ,说 明 共 生 菌 Wolbachia H REE Z RREK uj 
马 肉 性 体内 。 张 翡 等 (2010 ) 在 褐飞虱 Nilaparvata 
lugens 中 也 发 现 无 论 长 短 翅 型 肉 性 体内 的 Wolbachia 
密度 均 高 于 雄性 。 和 果 晶 Drosophila | simulans 
( Dobson et al., 1999) 中 的 研究 结果 类 似 , 雌 虫 中 的 
Wolbachia 感染 密度 高 于 雄 虫 ,在 不 同 发 育 阶段 瞧 虫 
中 的 Wolbachia 的 变化 也 比 雄 虫 显著 。 故 而 推断 



























































MEYER BS DENB Wolbachia 拷贝 数 占 整 个 虫 体 的 
一 半 多 ,雄性 仅 约 占 1/3 ,推测 其 生殖 腺 感染 了 较 多 
的 共生 菌 Wolbachia EL 3& Wit PREE Wolbachia 的 
扩散 仅 能 通过 垂直 传播 ,所 以 雌 虫 腹部 的 Wolbachia 
拷贝 数 比重 要 大 于 雄 虫 。 对 造成 美 坏 荀 马 不 同 组 织 
中 Wolbachia 找 贝 数 差 异 的 原因 进行 双 因 素 方差 分 
析 ( 表 1) ,性 别 因素 和 不 同 组 织 都 显著 地 造成 了 这 
种 差异 ,而 且 两 者 间 的 交互 作用 对 美 棘 萄 马 体内 
Wolbachia 的 分 布 影 响 显 著 。McGraw 等 于 2002 年 
对 果 蝇 进行 研究 后 也 推测 , Wolbachia 在 宿主 不 同 组 
织 内 的 复制 率 是 彼此 独立 的 , 且 由 于 自然 选择 的 压 
力 其 功能 往往 集中 于 宿主 的 繁殖 适合 度 上 (McGraw 
et al., 2002) 。 说 明 Wolbachia 对 美 环 获 马 的 两 性 成 
虫 可 能 有 着 不 一 样 的 调控 作用 ;其 在 腹部 的 聚集 也 
与 对 应 的 器 官 功能 相 适 应 ,推测 Wolbachia 对 雌性 美 
Mic] Co S AE PEUT 26 — 4E B SE UI o 

共生 菌 在 昆虫 体内 的 密度 受 环 境 温 度 .种 群 密 
度 、 宿 主 龄 期 .营养 情况 及 免疫 程度 等 多 方面 的 影响 
(Wolschin et al., 2004; Ratzka et al., 2012) 。 本 研 
















































































Wolbachia 在 上 肉 虫 中 可 能 发 挥 更 大 的 作用 ,如 参与 肉 
性 体内 卵 的 生成 ,促进 卵 的 正常 及 化 或 诱导 卵 的 发 
育 缺 陷 (Timmermans and Ellers, 2009; Kageyama et 
al., 2017) 。 由 于 共生 菌 Wolbachia 参与 宿主 生殖 调 
控 , 在 产 卵 前 后 Wolbachia 的 密度 也 会 有 相应 变化 来 
补充 其 产 卵 带 来 的 损失 ,如 上 肉 虫 体内 的 Wolbachia 在 
产 卵 后 会 增加 ( Dossi er al., 2014) ,我们 推测 
Wolbachia 对 美 棘 葡 马 的 调控 作用 存在 性 别 差异 。 
此 外 ,雄性 成 虫 体内 Wolbachia 拷贝 数 均值 同时 也 低 
于 肾 中 拷贝 数 均值 ,鉴于 上 肉 性 个 体 与 雄性 个 体 各 组 
织 Wolbachia 拷贝 数 的 差异 (图 3) ,推测 取样 时 可 能 
更 多 取 到 了 上 肉 性 的 肾 而 造成 此 种 偏差 ,但 由 于 美 环 
葡 马 成 虫 前 期 无 法 分 辨 性 别 , 该 验证 可 能 需要 其 他 
更 深入 的 实验 手段 和 技术 。 

Wolbachia 拷贝 数 在 美 壤 欧 马 成 虫 头 部 最 低 , 胸 
部 次 之 ,腹部 最 高 , 三 者 均 达 到 了 显著 差异 (P < 
0.05 ,图 3)。 由 于 解剖 学 的 难度 未 解剖 出 美 灰 葡 马 
具体 的 生殖 腺 体 或 消化 道 , 仅 将 被 认为 聚集 了 多 数 
生殖 相关 腺 体 的 雌雄 虫 腹 末 3 节 (8 - 10 节 ) 内 的 
Wolbachia 拷贝 数 进行 了 比较 , 美 辐 萄 马 肉 虫 腹部 末 
节 内 Wolbachia 拷贝 数 占 整个 腹部 的 1/3 ~ 1/2, HE 
测 其 生殖 腺 感染 了 较 多 的 共生 菌 Wolbachia ,在 解剖 
答 试 及 电镜 切片 中 发 现 肉 虫 开始 产 卵 后 其 卵巢 长 度 
能 达到 腹部 第 4 -5 节 , 推 测 其 生殖 腺 内 感染 共生 菌 
Wolbachia 的 拷贝 数 比 本 研究 测 得 的 数值 还 要 高 。 
























































究 分 析 了 美 棘 萄 马 在 不 同 发 育 阶段 ,不 同性 别 和 不 
同 组 织 中 Wolbachia 感染 密度 ,明确 了 Wolbachia 在 
美 棘 萄 马 体内 的 时 空 分 布 动 态 及 影响 因素 ,以 此 对 
Wolbachia 在 美 棘 萄 马 种 群 中 的 作用 进行 预测 ,为 进 
一 步 以 此 为 依据 对 不 同 发 育 阶段 的 美 坏 萄 马 进 行 更 
细 分 的 Wolbachia 密度 测定 或 针对 某 些 器 官 或 组 织 
的 Wolbachia 密度 研究 商定 基础 ,这 些 对 于 揭示 寄主 
与 共生 菌 之 间 的 互 作 关系 具有 重要 意义 。 
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